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論 文 内 容 要 旨
発 光 現 象 は,生 物 発 光 と化 学 発光 とに 大 別 され,こ れ ら1ま各 々 肉 眼 に て 観 察 され る発 光 お よ び
肉眼 や従 来 の光 検 出器 で は検 知 が 困難 な極 微 弱発 光 な ど多 種 に わ た って い る。 極 微 弱 発 光 の計 測
は,従 来,測 定 装 置 の感 度 な どの点 か ら困難 で あ った が単 一 光 電 子 計 数 法 が 確 立 さ れ,10噸W
以 下 の極 微 弱 光 で も測 定 出 来 る極 微 弱発 光 検 出装 置 が開 発 され た こ と に よ り可 能 に な った 。
有 機 化 合 物 は自動 酸 化 を受 け る際 に,極 微 弱 な化 学 発光(CL)を 発 生 す る こ と が 知 られ て い
る。水 柿 らは,こ の極 微 弱 発 光 検 出 装 置 を用 い,種 々 の有 機 化 合 物 や 医 薬 品 のCLを 測 定 し,有
機 化 合 物 で は,酸 化 を受 け易 い化合 物 に高 いCLを 認 め,医 薬品 の う ち錠 剤,カ プ セ ル剤 で は,
イ ミプ ラ ミン系,イ ン ドー ル系,フ ェ ノ チ ア ジ ン系 の 薬 物 に高 いCLを 認 め,安 定 性 とCLと の
間 に相 関 性 の あ る こ とを明 らか に した。 ま た,漢 方 エ キ ス 製 剤 のCLは,53～12,117counts/
10sと 広範 囲 に分 散 して お り,高 いCLお よ び低 いCLを 示 す 製 剤 に そ れ ぞ れ 共 通 し て 含 ま れ る
生 薬 の あ る こ とが わ か り,CLの 高 低 は構 成 生 薬 に関 わ って い る こ とが 示 唆 さ れ た 。
漢 方 エ キ ス 製剤 のCL値 が 構 成 生 薬 と関 連 して い る点 に注 目 し,各 々 の生 薬 の抽 出時 に 観 察 さ
れ るCL値 と漢 方 エ キ ス製 剤 のCL値 と の関 係 を解 明 しよ うと考 え,こ の研 究 に着 手 した 。
生 薬30種 類 の抽 出時 のCLは,1,500～34,000counts/10sの 広 範 囲 に分 散 して お り,そ の 中で,
サ ポ ニ ン,イ リ ドイ ド配 糖 体 を主 成 分 とす る人参(GinsengRadix),黄 書(AstragaliRadix),
地 黄(RehmanniaeRadix),甘 草(GlycyrrhizaeRadix),柴 胡(BupleuriRadix),貝 母
(FritillariaeBulbus)の 抽 出 時 に高 いCLが 認 め られ た。 同 様 に 精 油 に共 通 して 含 有 す る蒼 市
(AtractylodisLanceaeRhizoma),生 姜(ZingiberisRhizoma),厚 朴(MagnoliaeCortex),
川 芭(CnidiiRhizoma)に も高 いCLが 認 め られ た。 高 いCLを 示 した漢 方 エ キ ス製 剤 の構 成 生
薬 に は これ らの生 薬 の いず れ か が含 ま れ て い た 。 高 いCL値 を 示 した 生 薬10種 に つ い て,発 光
ス ペ ク トル を測 定 したが,い ず れ も極 め て よ く似 た ス ペ ク トル を示 し,共 通 して460,570,590
nmに 強 い発 光 帯 を示 した。460nmは 活 性 酸 素 の[1△g]+[1Σg+]→2[3Σg一]の 遷 移 に,
570nmは2[1△g]→2[3Σg一]の 遷移 に相 当 す る こ とか ら,活 性 酸 素 由来 の発 光 で あ る と考
え た 。 これ らの 中か ら甘 草 を選 び,種 々 の抽 出条 件 下 で 発 生 す るCLを 計 測 し,pHの 上 昇 に 伴
い増 加 す る こ と,Fe2+,Cu+,Co2+な ど の低 原 子 価 遷 移 金 属 イ オ ンの添 加 で消 光 す る こ と,溶 存
酸 素 濃 度 の低 い抽 出液 で も抑 制 され る こ と,さ らに,抗 酸 化 剤 の 添 加 で も抑 制 さ れ る こ とが わ
か った 。
次 にCLの 起 因物 質 を明 らか にす る た め に,甘 草 湯 を分 画 し,各 分 画 のCLを 計 測 した 結 果,
Amberlite .XAD-2に 吸 着 しメ タ ノ ー ル で 溶 出 した画 分(XAD-2-Fr.2)お よ びAmberliteIR-
120に 吸 着 し20%ア ン モ ニ ア水 で 溶 出 した 画 分(IR-120-Fr.2)に 高 いCLを 認 め た 。XAD-2一
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Fr.2に は ト リテ ル ペ ノ イ ド,フ ラボ ン,ク マ リ ンな どが,IR-120-Fr.2に は ア ミノ 酸 あ る い は そ
の誘 導 体 が 主 と して 含 まれ て い る と考 え られ,七riterpenoid系 のglycyrrhetinicacid,flavone
系 のliquiritinな ど のCLを 計測 した が,CLは 認 め られ な か った 。 ま た,種 々 の ア ミノ酸 単 独 の
水 溶 液 か ら もCLは 認 め られ な か った 。 ア ミノ酸 と糖 の反 応(メ イ ラ ー ド反応)で 生 成 す る ア ミ
ノ酸 一糖 化 合 物(ア ミノ酸 誘導 体)がCI.を 示 す こ とが知 られて い る こ と か ら,IR-120-Fr.2か ら
得 られ る高 いCLは,ア ミノ 酸 と糖 との反 応 に 由来 して い る もの と考 え た 。
一 方
,こ れ らの 生 薬 に大 黄(RheiRhizoma)を 配 合 して抽 出 を行 な っ た場 合 に は,CLは 配
合 前 の5～60%に 抑制 され,低 いCLを 示 した漢 方 エ キ ス製 剤 に共 通 して 大黄 が処 方 さ れ て い る
事 実 と良 く一 致 した。
以 上 の結 果 よ り,漢 方 エ キ ス製剤 のCLは 各 構 成 生 薬 の抽 出時 のCLと 発 光 源 が 極 め て 類 似 し
て い る こ と,ま た その 発 光 源 の1っ に糖 とア ミノ酸 の反 応 で あ る メ イ ラ ー ド反応 が 考 え られ る こ
と,発 光 種 は反 応 よ り生 ず る活性 酸 素 で あ ろ う こ とが 明 らか とな っ た。 した が って漢 方 エ キ ス製
剤 の製 造 時 のCLを 測 定 す る こ とに よ り,CLの 低 い製 剤,す な わ ち よ り安 定 な製 剤 の 開 発 が 可
能 に な る と考 え られ る。
メ イ ラ ー ド反 応 は,ア ミノ酸,タ ンパ ク質,ア ミン類 な ど と,還 元 糖 を 始 め とす る各 種 の カ ル
ボ ニ ル化 合 物 との間 で 非 酵 素 的 に起 こ る反 応 で,最 終 的 に褐 変 化 生 成 物 を生 成す る。甘 草 の抽 出
時 に発 生 す るCLが メ イ ラ ー ド反 応 由 来 で あ るか 否 か確 認 す る目的 も含 め,メ イ ラ ー ド反 応 の モ
デ ル系 を作 成 し,そ の反 応 系 で 発 生 す るCLの 特性 につ いて 検討 した 。
ア ミノ酸 と してL-lysineを 選 び,各 種 の糖 また は ア ルデ ヒ ド類 を用 い て100℃ で 反 応 させ,こ
の時 に発 生 す るCLを 測 定 した。 糖 と の反 応 で は,反 応 開 始60～80分 後 にCLは 最 大 値(23,450
～42 ,130counts/s)に 達 し,ア ル デ ヒ ドとの反 応 で は,反 応 開 始15～18分 後 に 最 大 値(30,450
～46 ,370counts/s)に 達 した 。褐 変 化 は糖,ア ル デ ヒ ドの い ず れ に お い て もCLと は異 な りた
えず 上 昇 を続 け,ア ル デ ヒ ドで 特 に褐 変 化 が 急速 に進 行 した 。 メイ ラー ド反 応 で 発 生す るCLは,
アル ドペ ン トー ス に お い て比 較 的 高 い値 を示 し,褐 変 化 もほぼ 同様 の傾 向 を示 した 。・これ らの う
ち,D-arabinose-L-lysine系 を モ デ ル反 応 系 と して 選 び,こ れ よ り発 生 す るCLに っ いて,温 度,
pH,金 属 イ オ ンの影 響,溶 存 酸 素 の影 響,発 光 ス ペ ク トルな ど,甘 草 の抽 出過 程 で 発 生 す るCL
の特 性 と同 じ項 目 を検 討 した。
CLは70℃ 以 上 で急 激 に増 加 す る こ と;pHとCLと の 聞 に は,pH4～12の 間 で そ の上 昇 に と
もな いCLが 直 線 的 に増 加 す る ことが わ か り,Fe2+,Cu1+,Zn2+な ど の低 原 子 価 遷 移 金 属 イ オ ン
の 添 加 で 抑 制 さ れ,溶 存 酸 素 の低 い液 を用 い た 計 測 で もCLは 抑 制 さ れ た 。CLの 発 光 帯 は
460,570,・590nmで 甘 草 のCLと 同 一 で あ り,一 重 項 酸 素 に起 因 して い る も の と考 え られ た 。
ま た,ESRを 測 定 しg値2.0027を 持 っ対 称 性 の極 め て 強 い ス ペ ク トルが 観 測 され,・炭 素 ラ「ジ カ
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ルの存在が推定された。
ア ミノ酸の濃度を50mMに 固定 し,糖 の濃度を0～150mMの 間で変化させCLを 測定した。
糖OmMで はCLは 観察 されず,糖 の量を増加させると50mMま で濃度 に依存 してCLは 増加
し,50士nM(ア ミノ酸と等量)を 越えて150mMま でCLは 一定であった。これに対 し,糖 の
濃度を50mMに 固定 し,ア ミノ酸の濃度をo～150mM間 で変化させcLを 測定 したところ,
ア ミノ酸OmMで は上記の試験と同様CLは 観察されなかったが,ア ミノ酸を添加すると添加 し 「
た濃度に依存 してCLは 直線的に増加 した。
このサンプルにっき,ア ミノ酸および糖をどちらも誘導体化 した後,HPLC法 またはGC法 で
の測定ではア ミノ酸は25mMで は44%,50mMで は42%,100mMで は36%が 反応1時 間で
消費されていた。糖はア ミノ酸濃度に依存 して消費量が増加 したが,ア ミノ酸 と糖の消費量をモ
ル濃度に換算 し比較すると,各 々等モル量が消費されていた。この結果,CLの 生成 は糖 とア ミ
ノ酸の等モル反応で,ア ミノ酸の濃度に依存 しCL強 度が増加することが明らかになった。
メイラー ド反応では,ま ず遊離のアミノ基に還元糖のアルデヒド基が求核的に反応 してシッフ
塩基を形成 し,こ の塩基 は水溶液中で不安定なたあ容易に分子内電子転移反応を起 こし,ア マ ド
リ転移生成物を形成 して安定化 し(初 期段階),次 にアマ ドリ生成物が種々のデオキシソンを経
て重合体(糖 化誘導体)を 形成する(後 期段階)機 構が提唱されている。CLの 生成 は糖 とア ミ
ノ酸の等モル反応で,ア ミノ酸の濃度に依存 しており,シ ッフ塩基の生成量は,糖 とア ミノ酸の
等モル反応で,か っア ミノ酸の濃度に依存することか ら,CLは シッフ塩基の生成量に依存 して
いることが示唆される。以上のことか ら,抽 出時に高いCLを 示 した生薬のCLは 一重項酸素由
来で,し かも主 として糖 とア ミノ酸のメイラー ド反応に由来 している。また,メ イラー ド反応の
CLは,発 光スペクトル,酸 素の影響,抗 酸化剤の効果,ESRス ペクトルの測定などから,炭 素
ラジカルを経由した一重項酸素由来 と考え られる。
大黄を配合 した生薬の抽出時のCLは 抑制されたが,同 様 に,メ イラー ド反応に大黄水製 エキ
ス末を添加 した時のCLも,添 加量に比例 して抑制された。大黄成分中のCL抑 制物質を明 らか
にす るため,大 黄 をSephadexLH-20カ ラムによ り,Fr.1,H, .皿,IV,Vに 分画 し各 々の
CL抑 制効果をメイラー ド反応を利用 して測定 した。CL抑 制効果はFr.V以 外で一様に認められ,
CL抑 制成分 は種 々の化合 物 に起 因す ることが示 された。 強い抑制効果 を示 したFr.IIを
MCIGELCHP-20Pカ ラムで分画 し検討 した結果,Fr.H-3に おいて,Fr.IIよ り強い抑制効果
が認められた。Fr』 一3はanthraquinone誘 導体が主な成分であることをHPLCを 用い同定 し,
これらの化合物の標品を用いCL抑 制効果を検討 した。 その結果,aloeemodin,emodin,rhein
に高いCL抑 制効果が認められた。メイラー ド反応のCLを 用いた抗酸化剤の検索 は,測 定法が
簡便であることか ら,一 時スクリーニングにその威力を発揮するものと考えられる。
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ヒ トに お け る プ リ ン代 謝 の最 終 代 謝 産物 で あ る尿 酸 は,強 い抗 酸 化 効 果 を持 ち,生 体 内 で生 成
す る ラ ジカ ル の消 去 剤 と して 機 能 して い る こ とか ら,メ イ ラ ー ド反応 のCLを 用 い て,D-arabi-
nose-L-1ysineの 反 応 に対 す る核 酸 関 連 化 合物 のCL抑 制 作 用 につ いて 検 討 を行 った 。 ピ リ ミジ ン
系 化 合 物 で は2'一deoxycytidine,uridine,uracilが 非 常 に よ くCLを 抑 制 した 。 同 じ母 核 を持 っ
化 合 物 同 士 で比 較 す る とuridineの 方 がuraci1よ り効 果 が 強 く,5位 にriboseを 持 つ 化 合 物 の方
が抑 制 効 果 が 大 き い と い う結 果 が 得 られ た 。 ま た,cytid圭neで はriboseの2位 の 酸 素 の 存 在 が
CL抑 制 効 果 に極 め て大 き な影 響 を示 す こ とが 示 唆 さ れ た 。
プ リン系 化 合 物 で は1-me七hyladenosineが 最 も強 く,次 い で5-methyladenosine,xanthosine
の順 でCLを 抑 制 した。 プ リ ン系 化 合 物 に お い て も ピ リ ミジ ン系 化 合 物 に お け る2'一deoxycyti-
dineとcytidineの 関 係 と同 様 に,1-methyladenosineが 最 も強 く抑 制 した の に対 してadenosine
は全 く抑 制 効 果 を示 さ なか った 。同 じ母 核 を持 つ化 合 物 の間 で は,riboseを 持 っ 化 合 物 が よ り高
いCL抑 制 効 果 を示 し,ピ リ ミ ジ ン系 化 合物 と全 く同 じ傾 向 を示 した 。 尿 酸 は,最 も強 いCL抑
制 効 果 を示 し,10mMの 添 加 で完 全 にCLを 抑 制 した 。
以 上 の デ ー タを もと に,CL抑 制 効 果 を量 子 化 学 的 に考 察 した。 π電 子 の 最 高 被 占 軌 道 エ ネ ル
ギ ー(HOMO)と 最 低 空 軌 道 エ ネ ルギ ー(LUMO)に 対 し,CLの 残 存 率 を プ ロ ッ ト した と こ
ろ,HOMOに お いて よ い相 関 が 認 め られ た 。LUMOで は相 関 はほ とん どな い と判 断 され た。従 っ
て,よ り電 子 を放 出 し易 く,電 子 供 与 体 と して働 く もの ほ どCLも よ く抑 制 す る こ とが 判明 した。
以 上 の結 果 よ り,プ リ ン,ピ リ ミ ジ ン系 化 合 物 はメ イ ラー ド反 応 のCLを 抑 制 し,反 応 の 進 行
を抑 制 す る働 きの あ る こと が示 され,そ の抑 制 は分 子 の電 子 供 与 性 と関 連 の あ る ことが示 唆 され,
本 法 が抗 酸 化 剤 の ス ク リー ニ ング系 と して 極 め て有 用 で あ る こ とが 示 され た 。
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まず生薬30種 類の抽出時のCLは1,500～34,000counts/10sの 広範囲に分散 してお り人参,黄
誉,地 黄,甘 草,柴 胡,貝 母に,ま た蒼元,生 姜,厚 朴,川 有に高いCL値 を認めた。発光 スペ
ク トル測定では460,570,590nmに 共通の発光帯を有 し,活 性酸素に由来するものと考えた。
そこで甘草を選び,抽 出時のpH,低 原子価遷移金属イオ ンや抗酸化剤の添加効果,溶 存酸素の
影響を明らかに した。
次にCLの 起因物質を明らかにするために甘草湯を分画 し,2っ の高いCL値 画分の含有物で
あるトリテルペノイ ド,フ ラボン,ク マ リン,ア ミノ酸およびその誘導体にっいて単独 にCL値
を測定 したが,値 はいずれも低かった。また生薬に大黄 を配合 して抽出するとCL値 は抑制され,
低 いCLを 示 した漢方エキス製剤に共通 して大黄が処方されている事実を認めた。
これらの結果から,糖 とア ミノ酸 とのメイラー ド反応により生ずる活性酸素をCLの 主原因 と
考え,ア ミノ酸 としてL一 リジンを選び,各 種の糖やアルデヒド類との100℃ における反応を追
跡 した。最大値は46,000count/sに 達 した。特にD一 アラビノースーL一 リジン系をモデル反応
に選び詳細に検討 した。またアミノ酸および糖あるいはその誘導体の反応を試み,そ れらの消費
量か ら各々の等モル反応であることを明らかに し,メ イラー ド反応におけるシッフ塩基の生成量
とCL値 の関係を推論 し,酸 化反応機構を提案 した。
大黄を配合 した生薬の抽出時のCL抑 制機構を解明するためカラムクロマ トグラフィーを行い,
アントラセ ン誘導体を同定 し,ア ロエエモデイン,エ モデイ ン,レ インに強い抑制効果を認めた。
D一 アラビノースーリジン系のメイラー ド反応にお ける核酸関連物質のCL抑 制効果は ピリ
ミジン系化合物では2'一deoxycy七idine,uridine,uracilに,プ リン系化合物で は1-methyladeno-
sine,5-methyladenosine,xanthosineに 認 められ,リ ボースを持っ化合物に共通 して高いCL抑
制効果を示 した。
さらに,CL抑 制効果の量子化学的考察を行ない,核 酸関連物質の π電子の最高被占軌道エネ
ルギー(HOMO)と のよい相関を認め,電 子供与をしやす い化合物 ほどCL抑 制効果が大 きい
ことを明 らかにした。
上述のように,本 論文は漢方エキス製剤の安定化因子,酸 化機構を基礎および応用の両面か ら
明 らかにし,さ らにその成果は抗酸化剤のスクリーニング法への適用 も期待されるなど学術的成
果を挙げており,学 位論文として妥当であると評価する。
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